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La pr6sente invention a pour objet une nouvelle proline humaine qui 
intervient dans le ciblage de$ prolines vers les voies de degradation par le 
prot6asome. 

La d6gradation des prolines par le prot£asome,organite pr6sent dans 
5 les cellules, est impliqude dans de nombreux phlnom&nes cellulaires essentiels 
comme le contrfile de la proliffiration cellulaire, le renouvellement des prolines et 
1 Elimination des prolines incorrectement repli6es, en particulier au niveau du 
rfiticulum endoplasmique (CEECHANOVER, A., Cell, 79, 13-21, 1994). De 
nombreux virus, comme le virus HTV-1 qui d6grade CD4 par l'intermddiaire d'une 
10 de ses prolines Vpu (TRONO D., Cell, 82, 189-1992, 1995), utilisent & leur profit 
ces voies cellulaires de degradation des prolines, dans lesquelles les prolines 
sont riblles par des interactions diverses avec d'autres prolines vers le 
protlasome avant d'fitre d6grad£es. Ces voies cellulaires de degradation des 
prolines font gdn6ralement appel & deux 6tapes essentielles ; la phosphorylation 
IS et 1'ubiquitinylation des prolines qui sont essentielles pour le ciblage des 
prolines vers le proteasome. 

On connalt dtjk des protdines de type fiTrCP : 

- la prot6ine BTrCP de Xenope d6crite par Spevak et al. (MoL Cell. 
Biol, 13,4953-4966, 1993); 

20 - la proline Slimb de la drosophile dlcrite par Jiang et al. (Nature, 

vol. 391, 29 Janvier 1998); 

- la proline KIAA0696 raise en 6vidence par Ishikawa et al. (DNA 
Research, 5, 169-176, 1998) i l'occasion d*une analyse systdmatique de sdquences 
exprim£es dans le cerveau. 

25 Jiang et al. ont raontrl que la proline Slimb est impliqu6e dans la stability de la 
prot6ine Armadillo et la signalisation de deux voies m6taboliques essentielles pour 
le dfiveloppement, & savoir les voies Hedgehog et Wingless. Us ont dgalement 
raontrd que la protline Slimb a une homologie de 80% environ avec la protdine 
PTrCP de Xenope dont aucune fonction n'a 6t6 d6critc par Spevak et al. 

30 Comme la p-cat6nine chez Xenope ou chez lliomme, qui est lTiomologue de la 
proline Armadillo, semble fitre cibl6e vers les voies de degradation du 
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protfasome en Fabsence de signaiisation des voies Hedgehog et Wingless, ils 
suggfcrent que chez lliomme, les gfcnes codant pour les homologues de Slimb 
pourraient fitre impliques dans la degradation prottolytique de la 0-cat6nine 
oncogene. 

5 Toutefois, mSme si la conservation des voies Wingless et Hedgehog 

chez les vert6br6s est iraportante, il n'est pas pour autant certain que la 
conservation des fonctions des prolines homologues sera totale. D y a d'ailleurs 
de nombreux exemples qui montrent qu'il y a toujours des differences 
significatives entre espfcces. 

10 La proline selon invention, d6nomm6e h-BTrCP, est capable 

d'interagir avec les prolines virales ou les prolines cellulaires susceptibles d'fttre 
d6grad£es par le proteasome. En particulier, la proline h-pTrCP est capable 
d'interagir, notamment avec la proline Vpu du virus HIV-1, ainsi qu'avec les 
prolines cellulaires IkB et p-catdnine. 

15 Elle est particulifcrement utile pour le criblage d f agents therapeutiques, 

tels que notamment des agents antitumoraux, antiviraux, anti-inflammatoires et 
anti-Alzheimer. 

La proline Vpu est une petite proline membranaire de 81 acides 
amines, exprimde par la plupart des isolate du virus HIV-1 mais ni par ceux du 
20 virus humain HTV-2 nettement moins pathogene, ni par ceux du virus simien SIV 
(COHEN et al., Nature, 334, 532-534, 1988; et STREBEL et al., Science, 2, 1221- 
1223, 1988). 

Une des fonctions de la proline Vpu est sa capacity & induire la 
d6gradation de la proline CD4, rfcepteur cellulaire du virus HTV-1, participant 
25 ainsi & la diminution de l'expression du rlcepteur CD4 k la surface des cellules 
(Willey et al., J. Virol. 68, 1207-1212, 1994). 

On sait 6galement que les deux sfrines de phosphorylation de la 
proline Vpu, situ6es en position 52 et 56, sont indispensables pour la ddgradation 
de CD4 induite par Vpu (MARGOTTIN et al., Virology, 223, 381-386, 1996). En 
30 outre, lors du processus d'infection par le virus HTV-1, en Tabsence de la proline 
Vpu, le precurseur d'envcl ppe Gpl60 et la protein CD4 nouvellement 
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synth6tis6e s'associent dans le reticulum endoplamique, bloquant la maturation de 
la prot6ine Gpl60 (BOUR ct al, J. Virol., 65, 6387-6396, 1991). U degradation 
du rdcepteur CD4 ra6di6e par la proline Vpu est essentielle pour libdrer la 
proline d'enveloppe virale qui est retenue dans le reticulum endoplasmique par sa 
5 liaison & CD4 gr&ce & rinteraction avec la sous-unite Gpl20, et permettre la 
maturation nonnale de 1'enveloppe vers la membrane plasmique et ulterieurement 
son integration dans les particules virales, ce qui les rend infectieuses. Des etudes 
rfcentes ont mis en evidence le fait que la degradation du rfccptcur CD4 m6di£e 
par la protfine Vpu est sensible aux inhibitcurs spdcifiques du protdasome, 

10 organite present dans la cellule, et est ddpendante de la presence d'une "machinerie 
dHibiquitinylation intacte" ( FUJITA et ai, J. Gen. Virol., 78, 619-625, 1997). 

Ainsi, la proline Vpu participe & des fonctions absolument critiques 
pour assurer la production de particules virales infectieuses en grand nombre, 
puisqu'elle intervient non seulement sur les produits du gine gag, c'est-i-dire sur 

15 les prolines de structure en augmentant le rel&chement des particules virales mais 
aussi sur ceux du gfenc env en permettant la maturation de la proline d'enveloppe 
suite k la degradation du rdcepteur CD4. MARGOTT1N et al. 19% (supra) ont 
montrl que l'interaction entre Vpu et CD4 se faisait par Tintermddiaire de leur 
domaine cytopiasmique et que cette interaction n'6tait pas suffisante pour 

20 ddclencher la degradation du r6cepteur CD4. 

La proline Skplp est une proline cellulaiie impliqude dans le ciblage 
des prolines vers les voies de degradation par le prot6asome, lequel depend de 
Pubiquitinylation des prolines (PICKART CM., The Faseb Journal, 11, 1055- 
1066, 1997). 

25 BAI et al. (Cell, 86, 263-274, 1996) ont montrt que la prot&ne Skplp 

etait necessaire pour la protiolyse raldide par l'ubiquitine et que cette degradation 
se faisait gr&ce i l'interaction de Skplp avec des prolines contenant un motif 
denomme boite F. 

La proline Skplp est un facteur essentiel de ciblage de prolines 

30 r£gulatrices du cycle cellulaire par le protdasome. Le ciblage de la degradation de 
ces regulateurs est en particulier necessaire & F entree du cycle cellulaire en phase 
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S dc synthase d'ADN (PAGANO, M., The Faseb Journal, 11, 1068-1075, 1997). 
Des fitudes rdcentes ont montr6 que la proline Skplp, avec dcs prolines h boite F 
sont les £l£ments essentiels de complexes de haut poids moteculaires appel6s SCF 
pour "Skplp-Cullin-F-box-protein complexes 1 *. Ces complexes SCF jouent le rdle 
5 d'enzyme E3 qui par leur activitd ubiquitine-ligase permettent la dernifere Stape de 
l'ubiquitilylation de prolines substrats qui sont ainsi ciblles vers la degradation 
par le protfasonie (HOYT, A, Cell, 91, 149-151, 1997). Par ailleurs, on notera 
qu'il n'existe pas d'homologue de Skplp chez la drosophile. 

La proline IkB, qui existe sous difffrentes formes (a, p, e), est 

10 Tinhibiteur majeur du facteur de transcription NFkB, qui maintient celui-ci sous la 
forme d'un complexe inactif dans le cytoplasme (Beg A. et al. Genes and Dev., 7, 
2064-2070, 1993). Apr&s stimulation des cellules par des facteurs tels que 
rinterleukine 1 (1L1) et le facteur de nlcrose tumorale (TNF), la proline IkB est 
phosphoryl6e sur les r&idus serine S32 et S36. Cette phosphorylation conduit tr&s 

15 rapidement & l'ubiquitinylation de la proline et & son ciblage vers la degradation 
par le prot£asome . Le facteur NFteB actif, par exemple sous la forme de deux 
sous-unites P50 et P65, est alors lib£r£, import^ dans le noyau oil il va pouvoir 
activer de trfes nombreux gdnes et entralner notamment des ph£nom£nes 
inflammatoires. 

20 La proline f$-cat£nine est une proline cellulaire qui contrdle les voies 

essentielles de transduction de signaux, comme les voies Wingless et Hedgehog, 
qui sont trts conserv&s chez tous les vert£br£s. (Miller et al. Genes and Dev. 10, 
2527-2539, 1996 et Polakis P. Biochim. Biophys. Acta 1332, F 127-47, 1997). 
La 0-cat£nine s'accumule dans les cellules canc6reuses, soit par suite de 

25 mutations qui emp&chent la phosphorylation sur les r&idus serine 33 et 37 
(protfiines p-cat£nines mut£es), soit par suite de mutations de son co-facteur, la 
proline APC, qui est nficessaire & sa degradation. 

H a 6t£ montrl rdcemment que des mutations de la preseniline-1 chez 
des patients atteints de la raaladie d'Alzheimer entrainaient une dfistabilisation et 

30 une degradation accrue de la p-catdnine (Zhang et al., Nature, 395, 698-702, 
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1998). Ces auteurs ont montrf que la preseniline-1 non mutfe sc lie & la 0- 
catfnine et contribue ainsi & sa stabilitf, Dans la maladie d'Alzheimer, la 
prcsiniline mutfe n'est plus capable de se tier k la |J -catfnine, et cette demifere est 
alors d6grad6e plus rapidement Le niveau de p-catfnine est netteraent diminue 
5 dans les cellules neuronales de patients atteints de la maladie d'Alzheimer. La 
perte de la {J-catfnine entraine une apoptose accrue des cellules neuronales qui 
serait responsable de la perte neuronale constatfe dans cette pathologic 

On coraprend ais£ment qu"il est urgent de trouver des moyens pour 
moduler, & savoir activer ou inhiber, le ciblage des protfines vers le protfasome. 
10 On a maintenant trouv6 une nouvelle proline humaine qui est une 

proline qui intervient dans le ciblage des prolines vers les voies de degradation 
par le protfasome et qui perrnet de cribler des agents modulateurs du ciblage des 
protfines vers le protfasome. 

La ptfsente invention a done pour objet une nouvelle protfine 
15 humaine, d6nomm6e h-pTrCP, qui pr6sente la SEQ ID No.2 et qui intervient dans 
le ciblage des protfines vers les voies de degradation par le protfasome. 

La protf ine h-f)TrCP possfcde 569 acides amines et comporte une bolte 
F et sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ID N° 2 est la 
suivante : 

20 - boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amin6s 259-292, 

- deuxifcme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisiime motif WD : acides amines 343-372, 

- quatri&me motif WD : acides amines 387-415, 
25 -cinquieme motif WD: acides amines 427-455, 

- sixifcme motif WD : acides amines 467-492, 

- septifcme motif WD : acides amines 516-544. 

En raison de I'homologie de cette nouvelle protfine avec la BTrCP de 
Xenope, protfine contenant des motifs p-transducine et connue en langue anglaise 
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sous la denomination " beta transdurin repeats containing protein", la proline de 
Tinvention est ddnommde h-pTrCP (human-BTrCP). 

La proline h-BTrCP de Tinvention est capable d'interagir, par 
Tintermddiaire de ses motifs WD, avec les prolines susceptibles d'etre ddgraddes 
5 par le protdasome, en particulier avec les prolines virales et les prolines 
cellulaires qui possfcdent le motif d'acides amines Asp-Ser-GIy-Xaa-Xaa-Ser dans 
lequel Xaa est un acide amind naturel quelconque. 

Panni ces protdines, on peut citer notamment la proline virale Vpu et 
les prolines cellulaires IkB et P-catdnine. 
10 On a aussi trouvd que la proline b-PTrCP interagit, par 

Tintermddiaire de sa bolte F, avec la protdine Skplp ; elle fait done partie d'un 
nouveau complexc SCF, SCF-h-PTrCP, qui sdlectionne certaines protdines 
cellulaires ou virales qui doivent fttre ddgraddes par le protdasome. 

Par Tactivitd de dblage vers les voies de degradation par le 
IS protdasome, la proline h-BTrCP, selon Tinvention, joue le rdle de mddiateur 
cellulaire de la protdine Vpu dans les cellules infectdes par le virus HIV-1. 

Sans pour autant vouloir se limiter k une thdorie quelconque, on pense que, 
dans les cellules infectdes par le virus HIV-1, le vims utilise, par Tintermddiaire de 
la protdine Vpu, le complexe SCF, dont la protdine PTrCP fait partie pour induire 
20 la ddgradation du rdcepteur CD4 qui va favoriser la replication virale et le 
relSchement des virions infectieux. 

^invention a aussi pour objet les fragments peptidiques de la protdine 
h-pTrCP rdsultant de l'addition, la suppression et/ou le remplacement d'un ou 
plusieurs acides aminds, lesdits fragments peptidiques ayant conservd Tactivitd 
25 d'interaction avec les protdines susceptibles d'dtre ddgraddes par le protdasome, en 
particulier avec la protdine Vpu du virus HTV-1, avec la protdine cellulaire IkB ou 
la protdine cellulaire p-catdnine et/ou avec la protdine Skplp. 

L'invention concerne en particulier les fragments peptidiques qui 
comprennent au moins Tune des sdquences en acides aminds de h-BTiCP 
30 ci-aprfes : 
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251-569, 

292-569, 

292-396, 

292-545 et 
5 1-291. 

On prdftre tout particuliferement les fragments peptidiques (tenuis en 
partic ou en totality de la bolte F ou ceux qui sont demies en partie ou en totality 
des motifs WD. 

Un fragment peptidiquc particuli&rement prifM est le mutant delete 
10 des rfcidus 32-179, d£nomni6 ci-apr$s pTrCPAF. 

La pr&ente invention a dgalement pour objet les sequences d'acides 
nucieiques, I savoir les sequences d r ADN glnoraique, les sequences d'ADNc ou 
d'ARNm qui comprennent ou sont constitutes par un enchainement de nucleotides 
codant pour ia proline h-BTrCP ou pour Tun quelconque de ses fragments 
15 peptidiques tels que ddfinis pr£c£demment. 

L'invention concerne notamment les sequences d'acides nucieiques 
codant pour la proline h-BTrCP et ses fragments peptidiques d6crits ci-dessus qui 
sont representees par : 

a) les sequences d'ADNc SEQ ID No.l codant pour ladite proteine h-pTrCP et 
20 des fragments d'acides nucieiques codant pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strictes avec les sequences 
ci-dessus ; 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la degenerescence du code genetique, 
resultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la proteine h-BTrCP ou 

25 ses fragments ; et 

d) les sequences d'ARNm et d'ADN correspondantes. 

Les prolines et fragments peptidiques selon finvention peuvent fttre 
obtenus par la technique du genie genetique qui comprend les etapes de : 
- culture d'un microorganisme transfonne ou de cellules eucaryotes transformees k 
30 l'aide d'une sequence d'acides nucieiques selon Finvention et 
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- r6cup6ration de la proline ou du fragment peptidique produit par ledit 
microorganisme ou lesdites cellules eucaryotes. 

Cette technique est bien connue de lliomme du mltier. Pour plus de 
detail la concernant, on pourra se r6f6rer a Fouvrage ci-aprfes : Recombinant DNA 
5 Technology I, Editors Ales Prokop, Raskesh K Bajpai ; Annals of the New- York 
Academy of Sciences, volume 646, 1991. 

Ds peuvent Igalement £tre prlparls par les synthases peptidiques 
classiques bien connues de l'homme du mltier. 

Les acides nucldiques selon l'invention peuvent 6tre pr6par6s par 
10 synthase chimique et glnie g£n£tique en utilisant les techniques bien connues de 
lTiomme du mdtier et d£crites par exemple dans SAMBROOK et al. (supra). 

Par exemple, la synthase des sequences d'ADNc selon l'invention peut 
fitre effectufie par amplification des ARNm de cellules humaines a l'aide de la 
mlthode PCR (Polymerase Giain Reaction), comme ddcrit par exemple par 
15 GOBLET et al. (Nucleic Acid Research, 17, 2144, 1989) en utilisant des 
oligonucleotides synthdtiques comme amorces, dfifinis a partir de la sequence 
d'ADN SEQIDNo.l. 

Le fragment d'acides nuclfiques amplifid peut ensuite fitre clond selon 
les techniques ddcrites dans AUSUBEL et al. (Current Protocols in Molecular 
20 Biology, chapter 3, supra), 

L'invention a 6galement pour objet des animaux transg6niques 
exprimant un transgine de la proline h-BTrCP de l'invention ou des animaux 
transglniques dans lesquels le gdne BTrCP a 6t6 invalid^. 

Ces animaux transglniques ou invalids pour le gfcne de la proline h- 
25 pTrCP pourront servir de modules d*6tude in vivo de la perturbation du cycle 
cellulaire et de la proliferation par l'absence ou la surexpression du g&ne de la 
proline h-pTrCP ou de formes tronqules ou rnutles de cette proline, de la 
proline Skplp, de la proline Vpu, de la proline IkB ou de la proline 
0-cat6nine. 

30 Ces animaux transgdniques sont obtenus par des techniques bien 

connues de 1'homme du m6tier, telles que celles ddcrites dans Manipulating the 
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mouse cmbiyo: a laboratory manual. HOGAN, B., BEDDINGTON, R., 
COSTANTTNI, F. & LACY, E Cold Spring Harbor laboratory press, second 
edition, 1994. 

A titre d'animaux, on prff&re les mammiftres tels que la souris ou Ie 

5 rat. 

^invention a 6galement pour objet les microorganismes procaryotes et 
les cellules eucaryotes transform^ h l'aide d'un vecteur ^expression contenant une 
sequence d'ADN selon {Invention. Ce vecteur d'expression, qui peut fttre par 
exemple sous la forme d*un plasmide, doit comporter, outre la sequence d'ADN de 

10 Hnvention, les moyens n6cessaires & son expression, tels que notamment un 
promoteur, un terminateur de transcription, une origine de r6plication et de 
pr6f6rence un marqueur de selection. La transformation des microorganismes et 
des cellules eucaryotes est une technique bien connue de lTiomme du niftier qui 
pourra ailment determiner, en fonction du microorganisme & transformer, les 

IS moyens nficessaires k ['expression de la sequence d'ADN selon I'invention. 

Le microorganisme pr6f£r£ aux fins de I'invention est £. coli alors 
qu'on utilise de pr6f6rence Saccharomyces cerevisiae comrne levure. 

A titre d'exemples de cellules eucaryotes qui conviennent aux fins de 
I'invention, on peut citer notamment les cellules COS, CHO, SF9, Jurkat, etc., 

20 toutes 6tant r6pertorites k l'ATCC. 

L'invention a 6galement pour objet les cellules eucaryotes co- 
transform6es avec des vecteurs ^expression contenant d'une part la sequence 
d'ADN codant pour la proline Vpu, pour la prot6ine Skplp, pour la proline IkB 
ou pour les prolines P-cat£nine mutles, et d'autre part une sequence codant pour 

25 la proline h-pTiCP, lesdits vecteurs d'expression contenant de plus des moyens 
utiles k leur expression, y compris dans Ie syst&me double hybride en levure. 

La prdsente invention a done Igalement pour objet les agents 
antiviraux anti-HTV-1 qui sont constitufis par les fragments peptidiques de la 
protfine h-BTrCP de l'invention qui ont conservd les propridtfe ^interaction de la 

30 proline h-gTrCP soit avec la proline Vpu, soit avec la protfiine Skplp. Ces 
fragments peptidiques sont d£nu£s de la boite F ou des motifs WD de sorte qu'ils 
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ne peuvent plus interagir avec la proline Slcplp ou la proline Vpu, 
respectivement. 

On peut encore citer, & titxe d'agents antiviraux, d'agents antitumoraux 
ou d'agents anti-inflammatoires, des anticorps dirig6s contre la proline h-BTrCP 
5 de rinvention et ses fragments peptidiques, ce qui constitue un autre objet de 
l'invention. 

Ces anticorps peuvent fttre des anticorps monoclonaux obtenus par le 
procede bien connu de KOHLER et MILSTHN (Nature, 256, 495-497, 1975) ou 
des anticorps polyclonaux obtenus selon les procdd6s classiques d'immunisation 

10 d'animaux (Antibodies, a laboratory manual. E. Harlow & D. Lane. Cold Spring 
Harbor laboratory press, 1988). 

On peut enfin citer comme agents antiviraux, agents antitumoraux ou 
agents anti-inflammatoires, les oligonucleotides antisens bloquant la transcription 
ou la traduction de la proline h-STrCP de invention qui s'hybrident avec une 

15 sequence d'acides nucieiques telle que definie prteidemment, ce qui constitue 
dgalement un autre objet de la prfisente invention. 

Ces oligonucleotides antisens sont pr6par6s par des techniques bien 
connues de l'homme du metier, telles que celles decrites par AUSUBEL et al. 
(Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley- 

20 Interscience, New- York, 1989, Mises i jour jusqu'en 1997). 

Les fragments peptidiques de h-BTrCP, qui possfedent la boite F ou qui ont 
conserve k la fois les motifs WD et la bolte F, peuvent fitre utilises comme agents 
antitumoraux ou anti-inflammatoires. 

Les fragments peptidiques de h-BTrCP, qui sont depourvus de la boite 

25 F, peuvent fttre utilises en therapie gdnique pour le traitement des maladies 
inflammatoires osteo-articulaires ou des syndromes inflammatories aigues qui 
s'accompagnent d'une activation de NFtcB induite par la liberation massive de 
TNFa lors de ces processus. 

Comme illustre sur la figure 1, ('expression de h-(JTrCPAF est capable 

30 d'inhiber massivement par un facteur d'environ 20 fois l'acrivation 
transcriptionn He induite par TNFcl Done dans toutes les pathologies marqules 
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par une reaction inflammatoire intense due k une liberation de TNFct, la h- 
PTrCPAF pounait agir comme un puissant agent anti-inflammatoire. 0 y a par 
exemple actueilement plusieurs tentatives pour mettre en oeuvre une therapie 
gfnique de la polyaithrite rhumatoide, avec injection dans les articulations 16s£es 
5 de virus recombinants. On peut utiliser dans ces essais de therapie g6nique des 
syndromes inflaramatoires, des vecteurs exprimant la h-pTrCPAF. Ces vecteurs 
pourront etre de plusieurs types (retrovirus, adenovirus, Anderson F., Nature, 392, 
25-30, 1998). L'expression de la h-pTrCPAF pourra 4tre contrftiee par ses effets 
sur Tinhibition de Tactivation de NFkB par TNF. 

10 La prfsente invention a aussi pour objet IHidlisation de la proline 

h-pTrCP ou des sequences decides nucieiques codant pour cette proline ou pour 
ses fragments peptidiques pour le criblage d'agents thdrapeutiques susceptibles de 
moduler 1'interaction de la proline h-PTrCP avec les prolines susceptibles d'etre 
degrades par le proteasome, en particulier pour le criblage : 

15 * d'agents antiviraux anti-HTV-1 susceptibles d'inhiber 1'interaction entre la 
protdine h-PTrCP et la proline Vpu et/ou d'inhiber 1'interaction entre la 
proteine h-pTrCP et la proteine Skplp, 

• d'agents antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle cellulaire ou 
des processus de degradation des protdines dans des cellules humaines 

20 tumorales par inhibition ou activation de 1'interaction entre la proteine h-PTrCP 
et la proteine Skplp, ainsi que par reactivation de 1'interaction entre la proteine 
h-pTrCP et les proteines p-cat6nine mutees dans les cellules tumorales ou entre 
la proteine pTrCP et la proteine p-catenine nonnale dans les cellules tumorales 
depourvues de la proteine APC. 

25 • d'agents anti-inflammatoires capables de perturber l'activation du facteur de 
transcription NFkB par inhibition de interaction entre la proteine 
h-pTrCP et la proteine IkB, 

• d'agents anti-Alzheimer capables de reduire le taux de degradation de la P- 
catenine dans les cellules neuronales par inhibition de ['interaction entre la 

30 proteine h-PTrCP et la proteine p-catenine. 
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En effet, en pcrturbant Ics interactions Vpu/h-pTrCP ct/ou 
Skplp/h-pTrCP, on pcut : 

- soil inhiber la rdplication et la production du virus HTV-1 par des cellules 
infectfes; 

5 - soit inhiber Pentrfic en phase S du cycle cellulaire et avoir un effet 

antiproliffcratif. 

En perturbant les interactions IicB/h-pTrCP et/ou 
Skplp/h-fJTrCP, on peut inhiber la d6gradation de la proline IkB par le 
protlasome et done inhiber l'activation du facteur de transcription NFkB. 
10 Enfin, en activant 1'interaction (5-cat6nine mut£e/h-(JTrCP, on peut 

activer la degradation de la (3-catfnine accuroutee dans les cellules tumorales. En 
inhibant l'interacrion p-cat£nine /h-fJTrCP chez les patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer, on peut rlduire l'apoptose des cellules neuronales. 

15 Criblage de modulateurs de Interaction h-BTrCP/protlines 

On peut s61ectionner les agents antiviraux soit k partir de banques 
alfiatoires de peptides, k la surface de phages (SCOTT J. et aL, Science, 249, 386- 
390, 1990), soit en utilisant des oligonucleotides de synthase aldatoires selon la 
technique de type SELEX (TUERK et GOLD, Science, 249, 505-510, 1990), 

20 Cette technique permet d'isoler k partir d'un pool trfes large d'oligonucldotides, 
ceux qui ont une grande affinity pour la proline d'intfirfit, dans le cas prlsent la 
proline h-0TrCP. Ds sont d6nomm£s aptamers. Parmi ces aptamers, on pourra 
silectionner ceux qui inhibent les deux interactions Vpu/h-fJTrCP et 
Skplp/hpTrCP par le criblage ci-aprfcs. 

25 Le criblage dlfini ci-dessus peut par exemple £tre realise en utilisant le 

systfcme double-hybride en levure dans lequel des cellules de levure co-exprimant 
la protfine h-pTrCP selon Tinvention et Tune des prolines Vpu, IkB ou 
p-cat6nine, la proline Skplp, sont cultivles sur des milieux s6Iectifs approprids 
en presence de la substance k tester ; les milieux s61ectifs sont les milieux 

30 couramment utilises dans ce domaine et done bien connus de l'homme de metier. 
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Le syst&me double-hybride en levure est dficrit par Fields et Song dans 
Nature, 340-245-246, 1989 et dans le brevet US 5 667 973. Ce systfcrae double 
hybride, est bas£ sur la dftection des interactions prot£ine-prot£ine par activation 
du gSne rapporteur His ou LacZ sous le contr61e dc domaines de Factivateur 
5 transcriptionnel Gal4 dans ia levure. 

Dans ce systfcrae double-hybride, on cotransforme une levure par un 
vecteur double-hybride contenant TADNc de Tune des ptot6ines et un vecteur 
contenant l'ADNc de Tautre proline. Chacun desdits vecteurs contenant soit un 
domaine de liaison & 1'ADN soit un domaine d'activation de la transcription. On 

10 fait ensuite exprimer par la levure les deux prolines dans un milieu de culture 
appropri6, par exemple un milieu de culture sans histidine. ^interaction entre les 
deux prolines hybrides permet 1'activation du gftne His3 et la croissance des 
levures sur un milieu sans histidine d'une part, ainsi que l'activation du gfcne LacZ 
qui est r£v£16e par une reaction colorimltrique sp6cifiquc de la p-galactosidase. 

15 On peut done verifier l'interaction lorsque les levures poussent sur un milieu sans 
histidine et lorsqu'on observe une reaction colorim6trique. 

On peut fgaleraent utiliser le test du halo tel que d£crit par Valtz & 
Peter (Meth-Enzymol-283, 350-365, 1997) pour ddtecter s v il y a interaction. 

On peut 6galement utiliser des variantes du systfeme double-hybride, 

20 telles que le systfeme triple-hybride dterit par TIRODE et al. (J. Biol. Chem., 272, 
22995-22999, 1997), ou par Colas et Al. (Nature, 380, 548-550, 1996) dans lequel 
un peptide inhibiteur de P interaction peut itre exprim6 comme troisiferoe 
partenaire pour inhiber r interaction des deux autres. Une banque de peptides 
allatoires peut aussi fitre utilise de la sorte. 

25 On peut aussi utiliser le systfeme reverse-hybride dfecrit par VIDAL et 

al. (Proc. Natl. Acad. Sci., 93, 10315-10320), dans lequel on s&ectionne non pas 
pour une interaction mais contre une interaction. On peut dans ce systfeme, comme 
dans le systfeme double-hybride classique, cribler des banques de petites molecules 
chimiques, y compris issues de la synthase chimique pour mettre, les levures co- 

30 transformfees avec les vecteurs double-hybride ou reverse hybride porteurs des 
fusions avec la proline Vpu, la proline MB, la P-catfinine, la proline h-pTRCP 
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ou la proline Skplp, en presence de ces petites mol6cules & la recherche d'un 
inhibiteur dcs interactions Vpu-h-flTrCP et Skplp-h-pTrCP ou 0-cat6nine- 
h-pTrCP ou encore IicB-h-pTrCP. 

Les tests de criblage d'inhibiteurs d'interaction pourront 6galement itre 

5 effectufc en double-hybride par conjugaison (Fomont-Racine et al. 1997, Nature 
Genetics, 16, 277-282), par double-hybride membranaire (Broder Y.C et al., 
1998, Curr. Biol., 8, 1121-1124), et ^ventueilement, si les phosphorylations 
peuvent prendre place dans les bactfiries, par double-hybride bactlrien (Karimova 
et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci., 95, 5752-5756). 

10 Ce criblage peut aussi fttre effectufi in vitro en utilisant Tune des 

prolines Vpu, IkB, (J-cat6nine, ou la proline Skplp, et la proline h-0TrCP, l*une 
des prolines 6tant immobilis6e sur un support approprid et l'autre 6tant marqu6e 
par un moyen quelconque utilise dans les moyens de detection de substances 
biologiques, ce moyen de marquage pouvant fitre par exemple un isotope 

15 radioactif, un agent luminescent, de la biotine ou un anticorps sp6cifique. 

Uune des prot6ines sera de pr6f6rence immobilize sous la forme 
d'une protline de fusion avec la gluthation S-transf6rase (GST) sur des billes 
d'agarose-gluthation ou en plaques de microtitration, la GST servant d'agent de 
couplage de ladite proline sur les billes ou sur les puits des plaques. 

20 A cet effet, on peut utiliser notamment le test de scintillation d 

proximit6 (SPA) dficrit par BOSWORTH et al. (Nature, 341, 167-168, 1989) et 
commercial is6 par Amersham. Ce test consiste h marquer par un gllment 
radioactif, par exemple le tritium, Tune des prot&nes et k inunobiliser l'autre 
proline sur des billes magn6tiques ou sur des billes d'agarose-gluthation. L'effet 

25 inhibiteur des substances & tester sur Interaction des deux prolines 
(Vpu/h-fJTrCP ou Skplp/h-pTrCP peut 6tre facileroent dfitecter sans separation 
des espices radioactives U6es ou libres selon les protocoles ddcrits par 
BOSWORTH et al. (supra). 

On peut Igalement utiliser la technique "Surface Plasmon 

30 Resonances" ddcrite par KARLSSON et al. (J. Immunol. Methods, 145, 229-233, 
1991) utilisant le Biacore commercialism par Pharmacia, pour isoler les inhibiteurs 
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de Interaction entre la proline Vpu et la proline h-pTiCP selon Tinvention ou 
les inhibiteurs de l'interaction enlie la proline Skplp et la proline h-f$TrCP selon 
l'invention. 

L'activit6 inhibitrice des agents antiviraux ainsi sflectionnds pourra 
5 fttre v6rifi6e par des tests sur des cellules T CD4+ ou sur des chimpanz6s infect6s 
par les virus HTV-1 ou SIV Cpz. 

On peut 6galement prdparer les agents antitumoraux et les agents anti- 
inflammatoires, ligands de la proline h-pTrCP de Tinvention, par les techniques 
double-hybride ou apparentdes ou par interaction in vitro avec des banques 
10 combinatoires de peptides ou autres, comme dicrit pr6c6demment. Us peuvent 
dgalement 6tre choisis pamii les agents antiviraux qui inhibent Tinteraction entre 
la proline h-pTrCP et la proline Skplp droits ci-aprfes. 

La sp£cificit6 des agents antiviraux, antitumoraux ou anti- 
inflammatories sflectionnfis par le test double-hybride peut 6tre ensuite 
IS d6termin6e par culture de cellules de mammiftres, par exemple de cellules 
humaines transfectdes avec la {J-TrCP, un fragment de celle-ci en presence d'un 
gfcne rapporteur sp6cifique de la proline responsable de la pathologie que Ton 
souhaite traiter. 

Ainsi, pour la proline IkB, on pourra utiliser des cellules humaines 
20 provenant des lign6es cellulaires Hela, 293, 293T, etc. et le gine rapporteur 
dependant des sites NFkB (3Enh-KB-ConA Luc) qui contrdle l'expression de la 
lucif6rase. 

Dans les cellules humaines non stimuldes, la pTrCP humaine est 
exprimde transitoirement i partir d'un vecteur d'expression eucaryote tel que 

25 pCDNA3 ou tout autre vecteur d'expression eucaryote, ayant ins6r6 l'ADN codant 
pour la {JTrCP sous le contrite d'un promoteur fort du cytomegalovirus CMV ou 
autre. Une quantity de Tordre de 3|ig de ce vecteur qui permet l'expression de la 
pTrCP sera cotransfectle par Tune des techniques courantes de transfection 
(phosphate de calcium, lipofectamine (life technologies), dlectroporation 

30 (Ausubel et Sambrook ci-aprds) etc avec l\xg d'un vecteur rapporteur 
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dependant (3Enh-tcB-ConA luc) ou inddpendant (RSV Luc ou ConA Luc) dc sites 
NFkB qui contrdlent l'expression du gfcne rapporteur lucif6rase. Des moldcules 
capables d'inhiber l'interaction h-pTrCPIicB inhiberont l ! augmeotadon 
depression de lucif6rase dans ce test Ces inhibiteurs seront ajout£s au milieu de 
5 culture pendant au moins 6 heures, 24, 36 ou 48 heures aprfes la transection. On 
pourra contr&ler la specificity de ces inhibiteurs en vSrifiant qulls n'ont aucun 
effet sur RSV Luc ou ConA Luc. On pourra Igalement utiliser le systime Dual 
kinase de Promega, dans lequel on peut tester en meme temps deux vecteurs 
rapporteurs dif&rents. 

10 Selon un protocole exp6rimental similaixe k celui dfcrit ri-dessus, 

mais avec des cellules stimulus, on pourra verifier que Tinhibition induite par 
l'exprcssion de h-pTrCPAF sur Tactivation transcriptionnelle TNF-dfipendante a 
6x6 annulte. 

Ainsi, dans ce second test, Ies cellules humaines sont cotransfectfes avec Ipg de 
15 vecteur rapporteur, soit 3Enh-icB-ConA Luc, soit ConA Luc ou RSV Luc, avec 3/ig 
de pCDNA3 exprimant le fragment peptidique h-pTrCPAF, mutant de la pTrCP 
<J616t6e de sa boite F. 24 k 48 h apits la transfection, les cellules sont traitdes pendant 
6 h au TNF ou k l'acide okadalque (OKA) qui sont de puissants acdvateurs de NFkB 
(Bauerle et al. Cell, 1996, 87, 13-20). Le mutant h-pTrCPAF a un effet inhibiteur 
20 massif sur l'expression du rapporteur lucif6rase, par rapport k un plasmide contrdle 
transfectd dans les m&mes conditions. Cet effet est dfl k l'inhibition de la degradation 
de IicB induite par la liaison du mutant h-pTrCPAF en lieu et place du h-pTrCP 
sauvage endog&ne. De ce fait, un agent inhibiteur de l'interaction h-pTrCP-lKB 
inhibera aussi Interaction h-pTrCPAF-lKB, et done inversera l'effet inhibiteur de h- 
25 PTrCP AF. Les inhibiteurs potentiels sont ajout6s au milieu dans les mimes 
conditions que celles indiqudes ci-dessus. On choisit dans les cellules stimulus au 
TNF ou k TOKA, les inhibiteurs qui induisent une augmentation de l'expression du 
gfcne rapporteur. 
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Aprfcs avoir s6lectionn6 dcs inhibiteurs dans les deux tests prdddents, on peut 
verifier dans un troisiftme test qu'ils sont capables dinhiber l'activation de NFkB 
induite par la stimulation des cellules au TNF ou k I'OKA. 
On traite avec les inhibiteurs potentiels les cellules transferees uniquement par 
5 l^ogdc vecteur rapporteur (3Enh-tcB-ConA Luc) et stimulfes pendant 6 h au TNF 
ou & l'OKA. Ces inhibiteurs, pour fttre spteifiques, ne devront avoir d'effet que sur 
les vecteurs rapporteurs dfipendants de IkB, et non sur les autres vecteurs 
rappporteurs (ConA ou RSV). 

Pour la P-cat£nine, on pourra utiliser des cellules humaines provenant 
10 des lign6es ci-dessus transformtes avec la p-cat£nine mut£e ou le fragment 
peptidique de 0TrCP ddpourvu de la boite F en presence du vecteur Top-TK-Luci 
qui contient un multimfctre de sites TCF-LEF ou 
Top-tk-Luci qui contient un multim&tre contrftle inactif de sites TCF-LEF. 
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D6tection de mutations de ft-catenine 
De plus, comrae on peut aislment distinguer une fl-cat6nine mutde 
oncog6nique de la P-cat6nine sauvage par le fait que la premi&re, contrairement & 
la seconde, est incapable de se lier k la p-TrCP en double-hybride, on peut d&ecter 
20 des mutations de la P-cat6nine dans les tumeurs humaines, par mesure en double- 
hybride de l'interaction avec la p-TrCP. 

Ce test est intlressant car on constate des mutations de la 
P*cat£nine dans de nornbreux cancers, tels que cancer du colon, mflanome, 
h6patocarcinoraes, etc. La seule manidre de d6tecter ces mutations jusqu'i prfsent 
25 a 6t£ de sequencer la {J-cat6nine & partir de RT-PCR sur TARN des tumeurs 
6tudi6es. Pour plus de s&uritg, plusieurs sequences double brins doivent fitre 
faites dans ce test de Tart antlrieur. De plus, l'existence d'une mutation ne signe 
pas en elle-m&me le caractire oncogenique de cette mutation. D pourrait s'agir dim 
polymorphisme sans aucun lien avec la tumorig6nicit£. 
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L'avantage du test double-hybride avee la proline p-TrCP permet d'obtenir 
dans des d£lais Equivalents k ceux ndcessaires k I'obtention d'une sequence, une 
rdponse claire quant au nombre de sequences oncog&iiques mutfies dc la 0- 
catfnine d6tect£es k partir de TARN tumoral. Sur un grand nombre de colonies, le 
5 pourcentage de formes oncog6niques de la 0-cat6nine incapables d'interagir avec 
la P-TrCP, par rapport aux formes sauvages qui interagissent avec la 0-TrCP, peut 
fttre d6termin£ prfcis&nent. Le test peut s'effectuer dans un temps Equivalent k 
celui ndcessaire pour I'obtention de quelques sequences, et pour un coOt rlduit. 

10 Les 6 tapes de ce test sont les suivantes : 

1- Pr6paration de TARN total d'une biopsie d'une tumeur et du tissu sain 
environnant comme contrdle, par 1'une des diverses techniques ou kits de 
prdparation de l'ARN (Ausubel et ah Current protocols in Molecular Biology). 

2- Amplification par RT-PCR k partir des 6chantiJIons ARN, des sequences 0- 
IS catfinine de la tumeur et du tissu sain environnant, en utilisant un couple 

^oligonucleotides permettant l'amplification soit uniquement de la partie N- 
terminale (1-130) qui contient les mutations oncog6niques les plus frlquemment 
rencontrdes (Rubinfeld, B. et al. 1997, Science, 275, 1790-1792 ; De La Coste et 
aL, 1998, Proc. Natlj\cad.Sci. USA, 95, 8847-8851), soit de l'ensemble de la 
20 slquence codante de la (J-cat6nine. 

3- Insertion de ces fragments amplifies par ligation dans un des vecteurs 
double-hybride, comme par exemple pGAD1318, de maniire k obtenir une fusion 
en phase avec le domaine d'activation de la transcription de Gal4, ou du domaine 
6quivalent d'activation de la transcription ou de liaison k l'ADN codl par le 

25 vecteur double-hybride utilise. 

4- Transformation de bactdries de diverses souches approprtees et Statement de 
la totality de la transformation sur milieu LB-ampicilline. 

5- Recueil de l'ensemble des colonies et miniprfparation de plasmide (Ausubel 
supra). 



19 



6- Dcs levures L40 ou toute autre souchc de levurc appropride, seront 
cotransformdes par le plasmide contenant les sequences P-catdnine de la 
miniprdparation ci-dessus avec un hybride de fusion contenant la PTrCP, par 
exemple pLexA-bTrCP, dans lequel la pTrCP est fusionnde au domaine de liaison 
5 i TADN de LexA- Un essai double-hybride est effectud sur 1'ensemble des 
colonies obtenues, par exemple par dtalement des levures cotransformdes sur 
milieu DO-W-L, puis transfert des colonies sur milieu s61ectif pour la detection 
des interactions, e'est-ft-dire milieu DO-W-L-H, ou en presence de X-Gal pour la 
detection des interactions par production de (J-galactosidase (Bartel P & Fields S. 
10 Meth. Enzymol. 1995, 254, 241-263). 

Les rdactifs nfcessaires pour ce test sont les suivants : 

1- UnVecteur pGAD1318 prddigdrd aux sites approprids pour insdrer le 
fragment amplify obtenu par RT-PCR. 

2* Les oligonucldotides approprids pour amplifier la sequence de la P-catdnine 
IS et insurer ensuite les sequences 0-catdnine amplifies. Les oligonucldotides 
amorces pour ramplification seront choisis en fonction du mode d'insertion du 
fragment amplifid et des sites retenus. 

3- Le plasmide pBTM116-pTrCP exprimant la pTrCP en fusion avec le 
domaine de liaison i 1* ADN de LexA. 
20 4- A titre de contr61e des plasmides codant pour des hybrides de fusion avec 
des protdines contr&les, par exemple pLexRas et pGAD1318Raf. 
On pourra dgalement pour ce test appliquer la technique de "Gap repair" 
(Schwartz, H., et aL Mutation detection by a two-hybrid assay. (1998). Hum. Mol. 
Gen., 7, 1029-1032.) pour insdrer la sequence du fragment amplifid de la p- 
25 catdnine dans le vecteur double-hybride et transformer directement des levures 
sans passer par I'dtape de transformation prdalable dans les bactdries. 

Llnvention va maintenant dtre ddcrite en ddtail i l'aide de l'exposd 
experimental ci-aprds. 
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Une grande partie des techniques d£crites dans ces exemples, bien 
connues de lTiomme du m6tier, est expose en detail dans Touvrage de 
SAMBROOK et al. (supra) ou dans l'ouvrage de AUSUBEL et al. (supra). 

La description ci-aprfes sera mieux comprise & Taide des figures 1 & 9 
5 sur lesquelles : 

- la figure 1 A est la photographic d'une botte de Petri montrant la 
croissance de cellules de levure cotransform6es par Ies plasmides contenant 
Vpuc + VBP1 ; Vpuc + h-PTrCP ; VpUc_2/6 + h-pTrCP ; Vpu c ; 
h-PTrCP + Vpuc et h-PTrCP + CD4 C sur milieu en pr&ence dTiistidine (Ffis+), 

10 sur milieu en Fabsence dlristidine (His-) et sur milieu en presence du substrat de la 
p-galactosidase X-Gal (P-Gal) ; 

- la figure IB est la photographie d'un gel (Northern blot) montrant 
3 ARNm de la protdine h-pTrCP de l'invention ; 

- Ia figure 1C est la photographie d'une immunoempreinte (Western 
15 blot) montrant 1'expression de la proline h-pTrCP de l'invention ; 

- la figure 2 donne les sequences de 4 prolines, h-PTrCP de 
Tinvention et pTrCPl de Xenopus, Met30p de Saccharomyces cervisiae et Scon2p 
de Neurospora crassa ; 

- la figure 3 est la photographie d'un gel SDS-PAGE 15% montrant 
20 Interaction entre Vpi^ et la prot6ine h-PTrCP de Tinvention produite in vitro ; 

* la figure 4 est la photographie d'une boite de Petri montrant la 
croissance de cellules de levure cotransfonndes par les plasmides contenant 
Skplp + h-pTrCP ; Skplp +h-pTrCP-A7W ; Skplp + VBP1 et Skplp + CD4 C sur 
milieu en pr6sence dliistidine (His+), sur milieu en l'absence dliistidine (His-) et 

25 sur milieu en presence du substrat de la p-galactosidase X-Gal (P-Gal) ; 

• la figure 5 est une representation sch&natique de la degradation du 
rdcepteur CD4 induite par la proline Vpu pr6sentant le rdseau d'interactions d6crit 
pr6c6demment, 

- la figure 6 est la photographie d'une boite de Petri montrant la 
30 croissance de cellules de levure cotransformSes par les plasmides contenant 
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pTrCP + IicBa ; p-TrCP + IicBa S32-36AA ; pTrCP + Raf ; Ras + IkBcl; PTrCP 
+ Vpuc et Ras + Raf sui milieu His+, sur milieu His- et l'expression de P-Gal ; 

- la figure 7 est une representation graphique montrant l'expression de 
la lucif6rase (exprimde en unites de lumifcre par \ig : RLU/ng de proline ) dans 

5 les cellules transfectles avec Its constructions h-pTrCP et h-flTrCPAF et les 
plasmides de contr61e et les vecteurs rapporteurs ci-aprfcs : 3Enh-KB-ConA luc ; 
ConA luc;RSV luc. 

- la figure 8 est la photographic d'une bolte de Petri montrant la 
croissance de cellules de levure cotransformdes par les plasmides contenant 

10 pTrCP + pCatwiw ; PTiCP + pCati-i* S33-37AA ; pirCP-2 + pCati-130 ; 
pTrCP-2 + pCati-130 S33-37AA et pTrCP + pCat sur milieu ffis+, sur milieu 
His- et l'expression p-Gal ; 

- la figure 9 est une reprfsention graphique dormant 1'expression de la 
lucif6rase (RLU/jxg proline) dans les cellules transfecttes avec le plasmide 

15 pcDNA3, les plasmides contenant P-Cat AN, PTrCP, p-TrCPAF, HA 696 (p- 
TrCP-2) et KIA 696 AF (p-TiCP2AF). 

Exemple 1 : Criblaee double-hvbride en levure / mise en Evidence de la sequence 
d'ADNc de la prottine h-BTrCP et de la prot6ine h-pTiCP 

20 On a choisi comme cible le domaine cytoplasmique de la prot&ne Vpu. On a 
proc&te & la fusion des r&idus d'acides amines 28 i 81 de la proline Vpu de 
l'isolat LAI de HTV-1 avec le domaine de fixation de l'ADN de Gal4 (Gal4BD). La 
banque d'ADNc criblfc Itait celle des cellules Jurkat (lignde lymphocytaire T 
humaine, ATCC n°TEB 152) et ellc a 6t6 fusionnde au domaine d'activation de 

25 Gal4 (Gal4AD) dans le vecteur pGAD1318 (BENICHOU et al. J. Biol. Chem., 
269,30073-30076,1994). 

Le done de 1,3 kb qui a 6t6 isol6 initialement par le systime double- 
hybride (d6nomm£ VBP1) code pour un ADN compldmentaire partiel. Cet ADNc 
partiel code pour un fragment de 319 acides amines correspondant au domaine 

30 C-tenninal de la protdine h-BTrCP. n contient sept motifs rdpdtitifs suivis d'une 
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queue C-terminale de 24 acides amines. Ces motifs rdpdtitifs, qui sont connus, 
sont ddnommds motifs WD parce que leur extr6mit£ se terraine habituellement par 
la sequence Trp-Asp (WD) (NEER et al., Nature, 371, 297-300, 1994). On notera 
que les motifs WD, qui sont impliquds dans des interactions protdine-protdine, 
S sont gdndralement presents dans des protdines requises pour la degradation 
protdique mediee par l*ubiquitine (GfflSLAIN et al., Embo, 15, 18, 4884-4899, 
1996). 

Le clone ainsi isold a dtd caractdrisd par sdquenfage d'ADN sur sdquenceur 
automatism Applied Biosystem connu sous la d6nomination 

10 ABI 373A. La technique de s£quen$age d'ADN est bien connue de lTiomme du 
metier et est decrite notamment dans 1'ouvrage SAMBROOK et al., "Molecular 
Cloning : a Laboratory Manual" Ed. Cold Spring Houbor Press, NY, 1989. 

Une recherche dans les banques d'ADNc a montrf que ce clone est l'homologue 
d'une sequence codant pour la protdine BTrCP de Xenope identifide prdalablement 

15 par SPEVAK et al. (MoL Cell. Biol, 13, 4953-4966, 1993). 

L'ADNc complet (2,1 kb) de la protdine h-BTrCP, qui a la SEQ ID No. 1, a 6tfi 
obtenu par la technique de polymerisation en chalne (PCR) sur une preparation de 
plasmide correspondant i la banque d'ADN compldmentaires de cellules Jurkat, 
telles que ddfinies prdcddemment, dans le vecteur pGAD1318. 

20 En plus des sept motifs WD identifies dans le fragment C-teiminal, la protdine 
h-BTrCP entidre selon l'invention possdde un domaine N-terminal d'environ 250 
acides amines. Le fragment N-terminal contient un motif pour lequel un consensus 
a dtd rdcemment ddfini sous le terme de boite F et dont le rdle serait de abler des 
prolines vers la machinerie de degradation des prolines mddide par l'ubiquitine 

25 grace k Interaction de protdines contenant cette bolte F avec la proline Skplp 
(BAI et al., 1996, supra). 

Ainsi la protdine h-BTrCP, par ses motifs WD, est d'une part capable d'interagir 
avec la protdine Vpu, et d'autre part possfcde un motif boite F qui interagit avec la 
protdine Skplp et est done capable de cibler les protdines vers les voies de 

30 degradation par le protdasome. 
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La proline h-pTrCP possfede 569 acides aminds et comprend une bolte F et 
sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ED N° 2 est la suivante : 

- boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 
5 - deuxidme motif WD : acides aminds 304-332, 

- troisidme motif WD : acides aminds 343-372, 

- quatrifcme motif WD : acides aminds 387-415, 

- tinqu&me motif WD : acides amines 427-455, 

- sixidme motif WD : acides aminds 467-492, 
10 - septidme motif WD : acides aminds 516-544. 

On a recherchd si la proline ainsi isolde avait une quelconque homologie avec 
des protdines ddji connues en utilisant la technique, bien connue de Thomme du 
mdtier, d'alignement des sdquences selon le programme de MACAW (SCHULER 
et al., Proteins : structure, function and genetics, 9, 180-190, 1991). 
15 Les rdsultats obtenus sont reportds sur la figure 2 qui montre que la protdine 
h-pTrCP a une homologie : 

• de 88% avec la protdine x-pTrCPl de Xenopus, 

• de 33% avec la protdine Met30p de Saccharomyces cerevisiae y inhibiteur de 
transcription irapliqud dans la biosynthdse, 

20 • de 31% avec la protdine Scon2p de Neurospora crassa. 

La figure 2 montre dgalement Templacement de la botte F et des motifs WD. 

Bxemple 2 : Clonage de l'ADNc de la protdine h-ftTiCP 

L'ADNc de la protdine h-pTrCP ayant la SEQ ID NM a dtd amplifid par 
25 PCR i partir de 2 \x% d'ADN du plasmide de la banque d'ADNc pGAD en utilisant 
deux tours d'amplification, le couple externe d'amorces pour le premier tour dtant 
constitud de l'araorce sens A ayant la SEQ ID N° 3 (dans pGAD13l8) et de 
Tamorce antisens B ayant la SEQ ED N° 4 (dans VPB1) et le couple interne 
d'amorces pour le deuxidme tour dtant constitud de Tamorce sens C ayant la SEQ 
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ID N° 5 (dans pGAD1318) et de Tamorce antisens D ayant la SEQ DON* 6 (dans 
VPB1). 

A la suite de cette procedure, on a isol6 un fragment de 1,4 kb, sousclon6 dans 
le plasraide pGAD-VBPl sous la forme d*un fragment S'Spel-SBgLO, pour 
5 reconstituer le clone pGAD-h-pTrCP. 

Les sequences codant pour VBP1 (r6sidus d'acides amines 251 h 569 de la 
protf ine h-pTrCP) ou codant pour la proline h-^TrCP enttere ont 6t6 sousclonies 
dans les vecteurs pGBT9, pGEX4T2 (Pharmacia) ou pCDNA3 (uniquement pour 
la proline h-pTrCP) (Invitrogen) en utilisant des proc6dures standards. 

10 

Exemple 3 : Interaction spgcifique de la protfine Vpu avec la proline h-BTrCP 

Les r&ultats expdrimentaux qui dimontrent interaction sp6cifique de la 
nouvelle proline humaine BTrCP avec la proline Vpu sont illustrfs sur la 
figure 1. 

15 3a- Interaction entre la proline Vpu et la prot6ine h-BTrCP par le crible 
double-hvbride dfcrit prfc&lemment . 

La figure 1A dlmontre interaction, par la technique double-hybride, de la 
region C-terminale de la proline h-BTrCP (VBP1) issue de la banque d'ADNc de 
cellules Jurkat (ligne 1) ou de la proline h-BTrCP entifcre (ligne 2) fusionn6e au 

20 domaine d'activation de Cal4, avec le domaine cytoplasmique de Vpu fusionn£ au 
domaine de liaison i l'ADN de Gal4 ou vice-versa (ligne 5). L'interaction se 
manifeste par Tactivation des deux gfcnes rapporteurs His3 et LacZ ; le gfene His3 
permet la pousse des levures en l'absence dliistidine (panneau -His), et le gine 
LacZ induit la production de B-galactosidase manifest^ par la coloration bleue en 

25 pr&ence du substrat X-Gal (panneau B-Gal). Cette interaction est spdcifique 
puisqu'elle n ! est pas retrouv6e entre la proline Vpu et le vecteur seul (ligne 4), ou 
entre la proline h-BTiCP et une autre proline telle la region cytoplasmique de 
CD4 (ligne 6). Le panneau + His est un panneau contrflle qui montre que toutes 
les combinaisons, y compris lorsqu'il n'y a pas d'interaction, poussent en presence 

30 dliistidine. 
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II faut noter que la proline h-BTrCP tfinteragit pas avec un mutant de la 
proline Vpu inactif, Vpuc-2/6 (ligne 3), clone mut6 sur les deux r6sidus serine 
Ser 52 et Ser 56, qui sont essentiels pour Tactiviti de Vpu (MARGOTTIN et al, 
1996, supra). Ce rdsultat ddmontre qu'il y a conflation entre la capacity de Vpu & 
5 interagir avec la h-BTrCP et son activitd. 

3b- Mise en evidence de 1 'interaction par analyse "Northern Blot" . 
Par analyse "Northern Blot" d'ARNm de diffirentes ligndes cellulaires 
humaines en utilisant une sonde 5', on a trouvd que plusieurs ARN messagers 
(ARNm) hybrident avec une sonde correspondant k h-BTrCP (Fig. IB). Ces 

10 ARNm de tailles respectives 2,4 kb, 3,5 kb et 7 Id), sont retrouvls dans tous les 
tissus humains testis. Cette multiplicity d'ARNm est r£miniscente de la situation 
decrite par HUDSON et al. (Dev. Genet, 19, 190-198, 1996) pour les ARNm de 
la BTrCP de Xenope, pour laquelle 3 ARNm diff6rents de tailles respectives 
voisines de celles trouvdes ici pour les ARNm de la h-BTrCP ont ti€ rapport6s. 

15 3c- Mise en Evidence de rinteraction par analyse "Western Blot". 

Des anticorps anti-peptidiques anti-h-f$TrCP (Abs) ont i\& produits chez des 
lapins par immunisation avec le peptide de synthase 275-293 correspondant au 
premier motif WD de la proline h-pTrCP. Ces anticorps Abs ont 6t6 purifies 
selon raffinite par adsorption sur 30 fig de la proline de fusion GST-VBP1, 

20 exprimle chez £. Coli & partir du vecteur pGEX-VBPl et immobilis6e aprfes 
dlectrobuvardage sur une membrane de nitrocellulose. Les anticorps Abs purifies 
ont ensuite 6t6 61u£s par l'eiuant glycine J1Q, pH 3,0, neutralises avec du tampon 
1M TRIS, pH 8,0, et utilises pour une analyse, par la technique de Western blot, 
de l'expression de la proline h-pTrCP dans les cellules humaines Sup Tl (Tl), 

25 dans les reticulocytes de lapins (RRL) et dans les lysats de membrane 
microsomique canine (CMM). 

La Figure 1C montre l'expression de la proline h-6TrCP d£tect£e dans un lysat 
de cellules T humaines de la lign6e Sup Tl ( ligne 1), de reticulocytes de lapin de 
Promega (ligne 3), par la technique "Western blot" en utilisant les anticorps and- 

30 h-BTiCP dirigfe contre le peptide 275-293 obtenus prdcedemment En revanche 
aucune proline correspondant & la h-fiTrCP n'a pu fitre d6tect6e dans des 
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membranes de microsomes de pancreas de chien de Promega (ligne 2). La taille de 
la proline h-BTrCP d6tect£e ( 60 kD) indique que le clone d'ADNc de h-BTrCP 
qui a 6t£ caract6ris6 et qui est reprdsent£ sur la figure 2 est capable de coder pour 
la proline h-BTrCP entifere. 

5 

Exemple 4 : Cartographie des sites d'interaction entre Vpuc et la protfine 
h-BTrCP 

Les sites d'interaction entre le domaine cytoplasmique de la proline Vpu 
(Vpuc) et la proline h-STrCP de l'invention ont 6t6 d£termin& de la fa$on 
10 suivante. 

Au niveau de Vpuc, il a 6\& montrl que la mutation des serines aux positions 52 
et 56 (clone Vpuc-2/6) abolissait intfgralement Interaction entre Vpu et h-BTrCP. 

Au niveau de h-BTiCP, les rdsultats d'interaction double-hybride avec le 
domaine cytoplasmique dc Vpu et les diff6rents mutants dforits d-apris montrent 
15 que l'ensemble des motifs WD et la queue C-terminale sont requis pour une 
interaction optimale, comme Lndiqu6 dans le tableau ci-apris. 

Les mutants utilises sont les suivants : 
• VPBl-AWi (clone VPB1 dont le premier domaine WD a 6t6 d€\6t6 ; r6sidus 292 
k 569), qui correspondent k un fragment Bglll-Xhol de VBP1, 
20 • VPBI-AW4-7 (clone VPB1 dont les domaines WD 4 i 7 ont 6t€ d616t& ; rfsidus 
292 k 396), et 

•VPBl-AC-ter (clone VPB1 dont la queue C-terminale aprfes le 
7*"* domaine WD a 6i& d616t6e ; rdsidus 292 k 545) 

par PCR en utilisant respectivement l'amorce sens C, dicrite pr6c6demment, et les 
25 amorces antisens E et F suivantes dans VBP1. 

Amorce E : SEQ ID N° 7 

Amorce F : SEQ IND N° 8. 

Le mutant h-0TrCP-A7W (clone h-BTrCP dont les sept domaines WD ont 6t6 

d616t£s ; residus 1 k 291) a 6t£ construit en insurant un fragment Spel-BglH k 
30 partir de la proline h-pTiCP dans le vecteur pGAD1318 et le mutant pTrCPAF 
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(risidus deletes : 32 & 179) a 6t6 obtenu par deletion du fragment AvrII-Asp718 dc 
la prot6ine h-pTrCP avcc conservation du cadre de lecture. 

On a verifie que Interaction entre les prolines Vpu et h-fSTrCP pouvait avoir 
lieu in vitro par le precede suivant : les deux prolines ont 6t6 introduces dans du 
5 lysat de reticulocytes de lapins (RRL). Les complexes Vpu/pTrCP formes in vitro 
ont 6t6 identifies par co-immunopr£cipitation en utilisant des anticorps 
anti-h-pTrCP diriges contre le peptide 553-569, prepares par le m£me procidfi que 
celui utilis6 pour obtenir les anticorps anti-h-pTrCP diriges contre le peptide 275- 
293. 

10 La figure 3 illustrc Interaction in vitro entre les prolines Vpu et h-pTrCP. La 
ligne 1 montre que la proline Vpu n'est pas reconnue par Tantiserum 
anti-h-pTrCP, tandis que la ligne 5 montre qu'elle pricipite en presence d'un 
antiserum anti-Vpu. La ligne 2 montre que les anticorps anti-h-pTrCP sont 
capables de copr6cipiter la proteine Vpu co-traduite in vitro avec la proteine 

15 h*pTrCP. La ligne 4 montre que le double mutant de Vpu mute sur les positions 
Ser52 et Ser56, incapable d'induire la degradation de CD4, n'interagit pas avec la 
proteine h-pTiCP, ct n'est done pas coprecipite par des anticorps anti-h-pTrCP, 
tandis que les lignes 6 et 7 montrent que ce mutant VpiiQ.2/6 est traduit avec la 
m£nie efficacite que la proteine Vpu. 

20 
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Exemple 5 : Interaction entre la prote inc h-ftTrCP ct la proteine Skplp 

Afin de dfcnontrer que le motif boite F 6tait bien fonctionnel et pouvait done 
effectivement servir au ciblage vers le proteasome par Pintermediaire de la 
proline Skplp, on a realise un crible double-hybridc entre le domaine N-terminal 
5 de la proline h-pTiCP et la proline Skplp, ce qui a permis de raettre en evidence 
une interaction entre la proteine h-PTrCP et la proline Skplp. 

La proteine humaine Skplp d6crite dans BAI et al. (1996, supra) a 6i6 
sousclonde dans k vecteur pLexlO pour une analyse ^interaction avec la proline 
h-pTrCP dans la souche de levure UO (VOJTEK et al. Cell, 74, 205-214, 1993). 

10 La figure 4 illustre les rtsultats obtenus. La ligne 1 de la figure 4 montre tout 
d'abord que la proline h-PTrCP interact avec la proline Skplp. La ligne 2 
montre que le domaine N-terminal suffit i obtenir interaction, alors que la ligne 3 
montre que 1'absence du domaine N-terminal de la proteine h-pTrCP dans VBP1 
fait perdre toute interaction avec la proteine Skplp. Ces resultats sont des 

15 arguments suppiementaires importants en faveur d'un rdle de la proline h-($TrCP 
dans la degradation m6d\6c par la proline Vpu du r^cepteur CD4, et egalement 
conoborent les r&ultats de FUJTTA et al. (1997, supra) et de SCHUBERT et al. 
(1997, supra) montrant que la degradation du ricepteur CD4 induite par la 
proteine Vpu devrait avoir lieu dans le proteasome. II est k noter que le domaine 

20 cytoplasmique de CD4 est incapable de se lier directement & la proline Skpl 
(ligne 4). 

Exemple 6 : Module du reseau d'interactions iroplique dans la degradation du 
rfcepteur CD4 

25 La degradation du recepteur CD4 induite par la proteine Vpu est effectule par 
le reseau d f interactions a) entre la proteine Vpu et le rfcepteur CD4, b) entre la 
proteine Vpu et les motifs WD de la proteine h-fJTrCP et c) entre la boite F de la 
proteine h-(JTrCP et la proteine Skplp, cette dernifcre interaction permettant d) le 
ciblage du complexe Vpu/CD4 vers le proteasome. 

30 Ce reseau d'interactions est illustre sch6matiquement sur la figure 5. 
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Cest par l'intermediaire d*un tel r&eau d'intcractions que la degradation du 
rfcepteur CD4 par le protfasome via la proline Vpu est provoqude. 

La degradation du rlcepteur CD4 pennet la liberation de la proline 
d'enveloppe Gpl60 et done la liberation du virus HTV-1 infection. 
5 Un des raoyens pour empftcher le ddveloppement du vims HTV-1 chez le 
patient atteint consiste done k erapecher la degradation du recepteur CD4. Un des 
moyens pour empgeher cette degradation au vu du procede de degradation ci- 
dessus consiste & rechercher des inhibiteurs, ou agents antiviraux anti-HTV, 
inhibant Interaction soit entre la proteine Vpu et la proline h-pTrCP, soit entre 
10 la proteine h-0TrCP et la proteine Skplp par les precedes decrits precedemment 

Exemplc 7 : Interaction entre la proteine h-PTrCP et la proteine IkB 

Pour ce test double-hybride en levure, on a fusionne les prolines decrites d- 
dessous, soit au domaine d'activation de la transcription de Gal4 (Gal4D), soit au 
IS domaine de liaison de l'ADN de LexA : 

- pTrCP = proteine humaine pTrCP de la presente invention, 
-IkBgl , 

- iKBa S32-36A = mutant de I<Ba au niveau des serines S32 et S36 de sorte 
qu'il n'y a pas phosphorylation, 

20 - Ras = proteine contr&le, 

- Raf = proteine contr61e, 

- Vpuc = proteine Vpu cytoplasmique telle que d6crite precedemment. 

Les rfsultats exp6rimentaux qui d£montrent finteiaction spedfique de la nouvelle 
proteine humaine ftTKP avec la proteine IkB sont illustres sur la figure 6. 
25 Grace I ce test double-hybride, U est montre que : 

- les deux proteines h-pTrCP et IkB sont capables d'interagir, 

- 1'interaction h-fJTrCP/lKB est spedfique des deux hybrides puisque, lorsque 
Tun des deux hybrides est remplace par un hybride avec une autre proteine telle 
que Gal4AD-Raf ou LexABD-Ras, il tfy a plus d'interaction, alors que ces deux 

30 hybrides contrdles sont capables d'interagir, et 
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- cette interaction est perdue quand les rdsidus serines S32 et S36 de la proline 
IkB sont mutes en rdsidus non phosphorylables comrae Alanine. 

Dans ce test, on a Igalement observe une interaction entre la proline VPu du 
virus fflV-l et la proline h-pTrCP. 

5 

Exemple 8 : Interaction ItcB/h-BTrCP en cellules humaincs par modulation dc 
I'activation transcriptionnelle des gfenes rapporteurs de l'activitfe NFkB 

Dans des cellules non stimulus (NS) de la lignie cellulaire 293, la proline 
PTrCP humaine ou le fragment h-pTrCPAF sont exprim6s transitoirement k partir 

10 d'un vecteur d'expression eucaryote tel que pCDNA3 (Invitrogen), ayant ws6i6 
l'ADNc codant pour la h-pTrCP sous le contrdle d'un promoteur du 
cytomegalovirus fort (CMV), Une quantity de 3 fig de ce plasmide qui permet 
l'expression de la h-pTrCP ou du fragment h-pTrCPAF sont cotransfectfc par 
lipofectamine (Life technologies), avec 1 fig d'un vecteur rapporteur dependant 

15 (3Enh-tcB-ConA Luc) ou indipendant (RSV Luc ou ConA Luc) de sites NFkB qui 
contrdlent l'expression du gfcne rapporteur luciflrase. 

Les r&ultats obtenus (Figure 7) montent que h-pTiCPAF est capable d'agir 
comme un transdominant n6gatif. h-pTrCPAF inhibe par competition avec la 
PTrCP endogfcne, Tactivition de NFkB induite par le TNF ou l'acide okadaique 

20 (OKA). Cette activation de NFkB est rnesurfe par l'activit6 d'un gfcne rapporteur 
sous le contrfile d'un promoteur qui a trois sites de fixation k NFkB (3Enh-KB~ 
ConA Luc) (Arenzana et al., 1993, J. Virol., 67, 6596-6609). En revanche, la h- 
pTrCP a un effet activateur sur I'activation de NFkB. La h-pTrCP ou le fragment 
h-pTrCPAF n'ont aucun effet sur la transcription d'un gfcne rapporteur dirigd par 

25 un promoteur ne contenant pas de sites NFkB (RSV Luc) (Invitrogen). 

Exemple 9 : Interaction entre la protfine h-BTrCP et la proline B-cat6nine 

Pour ce test double-bybride, on a fusionnS les ADNc codant pour les prolines 
ddcrites ci-dessous, soit au domains d'activation de la transcription de Gal4 
30 (Gal4AD), soit au domaine de liaison i l'ADN de LexA (LexABD) : 
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- flTrCP = proline humaine PTrCP dc la prfesente invention, 

- HAA0696 (pTrCP-2) = proline humaine PTrCP isolfe par ISHIKAWA et 
al. (DNA Research, 5, 169-176, 1998), 

- pCati-*i3o = proline p-cat6nine normale (domaine N-terminal ; 1-»130), 

5 - pCati-^iao S33-37AA = proline P-cat£nine oncogine mutte sur les r&idus 
serine S33 et S37 de sorte qu'il n ! y a pas phosphorylation, 

- pCat. proline p-cat6nine normale enti&re, 

- Skpl = proline Skplp du vims HTV-1 telle que dterite prfcSdemment 

Les r£sultats exp6rimentaux qui d6montrent qu'il existe une interaction 
10 spfcifique de la nouvelle proline humaine PTrCP avec la proline p-cat6nine 
sont illustrfs sur la figure 8. 

Grace k ce test double-hybride, il est montrl que : 

- les deux prolines h-0TrCP et pCati^iM sont capables d'interagir, 

- Tinteraction h-pTrCP/pCat wl3 o est perdue quand les rfsidus s6rine S33 et 
15 S37 sont mutes en rdsidus non phosphorylables (0-catdnine oncogene), et 

- la pTrCP-2 n'est pas capable de rfagir ni avec la P-catdnine non mutfe, ni 
avec la p-cat6nine mut£e. 

n est & noter qu'on observe Sgalement une interaction, entre la proline P- 
cat£nine entifcre et la proline h-PTrCP. 

20 

Exemple 10 : Activation de la transcription du gfene rapporteur TCF/LEF par 
expression de la P-cat6nine mutfe ou de h-BTrCP AF dans les cellules humaines 
293. 

On a transfectd des cellules HEK 293 avec le vecteur rapporteur Top-TK-Luci, 
25 qui contient un multimfere de sites TCF-LEF ou le vecteur rapporteur Fop-TK- 
Luci, qui contient un multimfcre contrite inactif de sites TCF-LEF. Ces 
constructions sont cotransfectles avec le vecteur depression pCDNA3 
(Invitrogen), soit vide conune contrftle, soit exprimant un fragment oncog6nique 
de la P-cat&nine, k savoir la p-cat6nine d6pourvue de la partie 
30 N-tenninale p-catAN, soit exprimant la h-pTrCP ou le pTrCPAR L'activitf 



33 



lucif£rase est mesurfie 24 h aprts la transfection et normalise k une activity 
Renilla LuriJterase contrdle obtenue par co- transection de cellules avec le vecteur 
RSV-Renilla (Promega). 

Les r&ultats obtenus, qui figurent sur la figure 9, montrent que la 
5 h-pTrCP selon l'invention inhibc l'activit6 d f un gine rapporteur contrite par un 
promoteur TCF/LEF, qui rlpond k des modifications de niveau d'expression de la 
P-cat6nine (Morin P J. et al. 1997, Science, 275, 17874790). Ceci est en favcur de 
Vaugmentation de la degradation de la fJ-catenine par la h-pTrCP. En revanche, le 
h-pTrCPAF induit au contraire une activation de ce gine rapporteur, ce qui 

10 indique que la degradation de la 

^-cat6nine est inhib£e par expression de h-fJTrCPAF, Par centre, en ce qui 
concerne la proline KIAA 0696 0-TrCP2 dans le n)6me systfcme de gine 
rapporteur, l'effet positif induit par la proline KIAA 0696, et l'effet n6gatif induit 
par le KIAA 0696 AF (($TrCP2AF) sont beaucoup plus faibles que ceux obtenus 

IS avec les constructions 6quivalentes {ITiCP. 

Uensemble de ces rdsultats ddmontrent done que e'est la h-fJTrCP de 
Tinvention, et non la proline KIAA 0696, qui est le mldiateur de la degradation 
de la 0-catenine, ces sites TCF-LER 
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LISTS DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101, Rue de Tolbiac 

(C) VXLLE: PARIS 

(E) PATS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 C6dexl3 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Proteine humaine 0TrCP de ciblage 

dea protfiines vers las voles de degradation par le prote'asome 

(iil) NOHBRE DE SEQUENCES: 8 

(iv) FORME DBCHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 2151 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINSt simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

fix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM /CLE t CDS 

(B) EMPLACEMENT: 70.. 1776 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TGCGTTGGCT GCGGCCTGGC ACCAAAGGGG CGGCCCCGGC GGAGAGCGGA CCCAGTGGCC 60 

TCGGCGATT ATG GAC CCG GCC GAG GCG GTG CTG CAA GAG AAG GCA CTC 108 
Met Aap Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu 
15 10 

AAG TTT ATG AAT TCC TCA GAG AGA GAA GAC TGT AAT AAT GGC GAA CCC 156 
Lys Phe Met Aan Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cys Asn Asn Gly Glu Pro 
15 20 25 

CCT AGG AAG ATA ATA CCA GAG AAG AAT TCA CTT AGA CAG ACA TAC AAC 204 
Pro Arg Lys lie lie Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn 
30 35 40 45 

AGC TGT GCC AGA CTC TGC TTA AAC CAA GAA ACA GTA TGT TTA GCA AGC 252 
Ser Cys Ala Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser 
50 55 60 

ACT GCT ATG AAG ACT GAG AAT TGT GTG GCC AAA ACA AAA CTT GCC AAT 300 
Thr Ala Met Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lya Thr Lys L u Ala Asn 
65 70 75 
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GGC ACT TCC ACT ATG ATT GT6 CCC AAG CAA CGG AAA CTC TCA GCA AGC 
Gly Thr Ser Ser Met He Val Pro Lys Gin Arg Lys Leu Ser Ala Ser 
80 85 90 
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TAT GAA AAG GAA AAG GAA CTG TGT GTC AAA TAC TTT GAG CAG TGG TCA 
Tyr Glu Lys Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser 
95 100 105 
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GAG TCA GAT CAA GTG GAA TTT GTG GAA CAT CTT ATA TCC CAA ATG TGT 444 
Glu Ser Asp Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu lie Ser Gin Met Cys 
110 115 120 125 

CAT TAC CAA CAT GGG CAC ATA AAC TCG TAT CTT AAA CCT ATG TTG CAG 492 
His Tyr Gin Hi* Gly His lie Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin 
130 135 140 



AGA GAT TTC ATA ACT GCT CTG CCA GCT CGG GGA TTG GAT CAT ATC GCT 
Arg Asp Phe lie Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Aap His He Ala 
145 150 155 
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GAG AAC ATT CTG TCA TAC CTG GAT GCC AAA TCA CTA TGT GCT GCT GAA 
Glu Asn lie Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cya Ala Ala Glu 
160 165 170 
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CTT GTG TGC AAG GAA TGG TAC CGA GTG ACC TCT GAT GGC ATG CTG TGG 636 
Leu Val Cya Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp 
175 180 185 

AAG AAG CTT ATC GAG AGA ATG GTC AGG ACA GAT TCT CTG TGG AGA GGC 684 
Lys Lye Leu He Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly 
190 195 200 205 



CTG GCA GAA CGA AGA GGA TGG GGA CAG TAT TTA TTC AAA AAC AAA CCT 
Leu Ala Glu Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro 
210 215 220 
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CCT GAC GGG AAT GCT CCT CCC AAC TCT TTT TAT AGA GCA CTT TAT CCT 
Pro Asp Gly Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro 
225 230 235 
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AAA ATT ATA CAA GAC ATT GAG ACA ATA GAA TCT AAT TGG AGA TGT GGA 828 
Lys He He Gin Asp He Glu Thr He Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly 
240 245 250 

AGA CAT AGT TTA CAG AGA ATT CAC TGC CGA AGT GAA ACA AGC AAA GGA 876 
Arg His Ser Leu Gin Arg He His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly 
255 260 265 

GTT TAC TGT TTA CAG TAT GAT GAT CAG AAA ATA GTA AGC GGC CTT CGA 924 
Val Tyr Cys Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg 
270 275 280 285 

GAC AAC ACA ATC AAG ATC TGG GAT AAA AAC ACA TTG GAA TGC AAG CGA 972 
Asp Asn Thr He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg 
290 295 300 



ATT CTC ACA GGC CAT ACA GGT TCA GTC CTC TGT CTC CAG TAT GAT GAG 
He Leu Thr Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu 
305 310 315 
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AGA GTG ATC ATA ACA GGA TCA TCG CAT TCC ACG GTC AGA GTG TGG GAT 
Arg Val He He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp 
320 325 330 



1068 
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GTA AAT ACA GGT GAA ATG CTA AAC AC6 TTG ATT CAC CAT TGT GAA GCA 1116 
Val Asa Thr GXy Glu Met Leu Asn Thr Leu lie His His Cys Glu Ala 
335 340 345 

GTT CTG CAC TTG CGT TTC AAT AAT GGC ATG ATG GTG ACC TGC TCC AAA 1164 
Val Leu His Leu Arg Phe Asn Asn Gly Net Met Val Thr Cys Ser Lye 
350 355 360 365 

GAT CGT TCC ATT GCT GTA TGG GAT ATG GCC TCC CCA ACT GAC ATT ACC 1212 
Asp Arg Ser lie Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp lie Thr 
370 375 380 

CTC CGG AGG GTG CTG GTC GGA CAC CGA GCT GCT GTC AAT GTT GTA GAC 1260 
Leu Arg Arg V&l Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp 
385 390 395 

TTT GAT GAC AAG TAC ATT GTT TCT GCA TCT GGG GAT AGA ACT ATA AAG 1308 
Phe Asp Asp Lys Tyr lie Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr lie Lys 
400 405 410 

GTA TGG AAC ACA AGT ACT TGT GAA TTT GTA AGG ACC TTA AAT GGA CAC 1356 
Val Trp Asn Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly Bis 
415 420 425 

AAA CGA GGC ATT GCC TGT TTG CAG TAC AGG GAC AGG CTG GTA GTG AGT 1404 
Lya Arg Gly lie Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser 
430 435 440 445 

GGC TCA TCT GAC AAC ACT ATC AGA TTA TGG GAC ATA GAA TGT GGT GCA 1452 
Gly Ser Ser Asp Asn Thr lie Arg Leu Trp Asp lie Glu Cys Gly Ala 
450 455 460 

TGT TTA CGA GTG TTA GAA GGC CAT GAG GAA TTG GTG CGT TGT ATT CGA 1500 
Cys Leu Arg Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys lie Arg 
465 470 475 

TTT GAT AAC AAG AGG ATA GTC AGT GGG GCC TAT GAT GGA AAA ATT AAA 1548 
Phe Asp Asn Lys Arg lie Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys lie Lys 
480 485 490 

GTG TGG GAT CTT GTG GCT GCT TTG GAC CCC CGT GCT CCT GCA GGG ACA 1596 
Val Trp Asp Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr 
495 500 505 

CTC TGT CTA CGG ACC CTT GTG GAG CAT TCC GGA AGA GTT TTT CGA CTA 1644 
Leu Cys Leu Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu 
510 515 520 525 

CAG TTT GAT GAA TTC CAG ATT GTC AGT AGT TCA CAT GAT GAC ACA ATC 1692 
Gin Phe Asp Glu Phe Gin lie Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr lie 
530 535 540 

CTC ATC TGG GAC TTC CTA AAT GAT CCA GCT GCC CAA GCT GAA CCC CCC 1740 
Leu He Trp Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro 
545 550 555 

CGT TCC CCT TCT CGA ACA TAC ACC TAC ATC TCC AGA TAAATAACCA 1786 
Arg Ser Pro Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr lie Ser Arg 
560 565 

TACACTGACC TCATACTTGC CCAGGACCCA TTAAAGTTGC GGTATTTAAC GTATCTGCCA 1846 

ATACCAGGAT GAGCAACAAC AGTAACAATC AAACTACTGC CCAGTTTCCC TGGACTAGCC 1906 
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GAGGAGGAGG GCTTTGAGAC TCCTGTTGGG ACACAGTTGG TCTGCAGTCG GCCCAGGACG 1966 

GTCTACTCAG CACAACTGAC TGCTTCAGTG CTGCTATCAG AAGMGTCTT CTATCAATTG 2026 

TGAATGATTG GAACTTTTAA ACCTCCCCTC CTCTCCTCCT TTCACCTCTG CACCTAGTTT 2086 

TTTCCCATTG GTTCCAGACA AAGGTGACTT ATAAATATAT TTAGTGTTTT GCCAGAAAAA 2146 

AAAAA 2151 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTER ISTIQ UES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 569 acidea amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proline 

(Xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO* 2: 

Met Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu Lys Phe Met 
15 10 15 

Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cya Asa Aan Gly Glu Pro Pro Arg Lys 
20 25 30 

lie He Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn Ser Cya Ala 
35 40 45 

Arg Lau Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cya Leu Ala Ser Thr Ala Met 
50 55 60 

Lys Thr Glu Aan Cys val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn Gly Thr Ser 
65 70 75 80 

Ser Met He Val Pro Lys Gin Arg Lya Leu Ser Ala Ser Tyr Glu Lys 
85 90 95 

Glu Lya Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser Glu Ser Asp 
100 105 110 

Gin Val Glu Phe Val Glu Bis Leu He Ser Gin Met Cys His Tyr Gin 
115 120 125 

His Gly His He Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin Arg Asp Phe 
130 135 140 

He Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp Bis He Ala Glu Asn He 
145 150 155 160 

Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lya Ser Leu Cys Ala Ala Glu Leu Val Cys 
165 170 175 

Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp Lys Lya Leu 
180 185 190 

He Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly Leu Ala Glu 
195 200 205 

Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro Pro Asp Gly 
210 215 220 
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Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr pro Lys lie lie 
225 230 235 240 

Gin Asp lie Glut Thr He Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly Arg His ser 
245 250 255 

Leu Gin Arg He His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly Val Tyr Cys 
260 265 270 

Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg Asp Asn Thr 
275 280 205 

He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg lie Leu Thr 
290 295 300 

Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu Arg Val He 
305 310 315 320 

He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp Val Asn Thr 
325 330 335 

Gly Glu Met Leu Asn Thr Leu He His His Cys Glu Ala Val Leu His 
340 345 350 

Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys Asp Arg Ser 

355 360 365 

He Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp He Thr Leu Arg Arg 
370 375 380 

Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp Phe Asp Asp 
3B5 390 395 400 

Lys Tyr He Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr He Lys Val Trp Asn 
405 410 415 

Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His Lys Arg Gly 
420 425 430 

He Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser Gly Ser Ser 
435 440 445 

Asp Asn Thr lie Arg Leu Trp Asp He Glu Cys Gly Ala Cys Leu Arg 
450 455 460 

Val Leu Glu Gly Bis Glu Glu Leu Val Arg Cys He Arg Phe Asp Asn 
465 470 475 480 

Lys Arg He Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys He Lys Val Trp Asp 
485 490 495 

Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr Leu Cys Leu 
500 505 510 

Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu Gin Phe Asp 
515 520 525 

Glu Phe Gin He Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr He Lea He Trp 
530 535 540 

Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro Arg Ser Pro 
545 550 555 560 



Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr He Ser Arg 
565 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTBRISTIQUBS DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TTPEs nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
CCAAACTGCG TATAACGCG 19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 pairs* da bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRIMS: siffiplo 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GGTGAATCAA CGTGTTTAGC 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5z 

(i) CARACTERISTIQUBS DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linaaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GGATGATGTA TATAACTATC 20 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUBS DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
TTTATCCCAG ATCTTGATTG TGTTG 25 
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(2> INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 pairea de bases 

(B) TYPEs nucleotide 

(C) NOMBRE DS BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7 
CCAGGATCCT TATACAACAT TGACAGCAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 pairea de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS i simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE t ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 8 



CCAGGATCCT TAGTCCCAGA TGAGGATTG 
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REVENDICATTONS 

1. Protdine humaine BTrCP (h-BTrCP) dc ciblagc des prolines vers les 
5 voies de degradation par le protfasome, caract6ris£e en ce qu'elle a la 

SEQIDNo.2. 

2. Proline selon la rcvcndication 1, caract6ris£e en ce qu'elle est capable 
d'interagir avec les prolines susceptibles d'etre dlgradfes par le protfasome, 
notamment celles qui possddent le motif d'acides amines Asp-Ser-Glu-Xaa-Xaa- 

10 Ser dans lequel Xaa est un acide amin£ naturel quelconque. 

3. Proline selon Tune des revendications 1 ou 2, caract&isle en ce qu'elle 
est capable d'interagir avec la proline Vpu du virus HTV-I ou avec les prolines 
cellulaires Ik|J ou P-cat6nine. 

4. Proline selon la revendication 1, caract6ris£e en ce qu'elle est capable 
15 d'interagir avec la proline Skplp. 

5. Proline selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caract6ris£e en 
ce qu'elle comporte les motifs ci-aprfcs : 

- boite F : acides amin6s 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 
20 - deuxiftme motif WD : acides amines 304-332, 

- troisifcme motif WD : acides amin& 343-372, 

- quatriime motif WD : acides aminls 387-415, 

- cinqui&me motif WD : acides amines 427-455, 

- sixifcme motif WD : acides amines 467-492, 
25 - septiime motif WD : acides amines 516-544. 

6. Fragments peptidiques de la proline selon Tune quelconque des 
revendications 1 i 5 resultant de l'addition, la suppression et/ou le emplacement 
d\m ou plusieurs acides aminds, lesdits fragments peptidiques ayant consent 
Tactivit6 d'interaction avec la proline Vpu du virus HIV-1, la proline cellulaire 

30 IkB ou la prot6ine cellulaire P-cat6nine et/ou avec la proline Skplp. 
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7. Sequences decides nucteiques codant pour la proline humaine h-BTrcp 
et les fragments peptidiques scion l'une quelconque des revendications I k 6, 
caract6ris6es en ce qu'elles sont constitutes par : 

a) la sequence d'ADN SEQ ID No.l et des fragments d'acides nucl6iques codant 
5 pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strictes avec les s6quences 
ci-dessus ou un de ses fragments j 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la d£g£n6rescence du code g6nttique, 
rfisultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la proline humaine 

10 h-BTrcp ou les fragments de celle-ci ; et 

d) les sequences d'ARNm et d'ADN correspondantes. 

8. Utilisation de la proline h-BTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 k 6 pour le criblage d'agents antiviraux 
anti-HIV-1 susceptibles d'inhiber Interaction entre la prot6ine h-PTrCP et la 

15 proline Vpu. 

9. Utilisation de la proline h-BTrCP ou des fragments peptidiques selon 
Tune quelconque des revendications 1 k 6 pour le criblage d'agents antiviraux anti- 
HIV-1 susceptibles d'inhiber l'interaction entre la protdinc h-PTiCP et la proline 
Skplp. 

20 10. Utilisation des sequences d'acides nucl6iques selon la revendication 7 

pour le criblage d'agents antiviraux anti-HIV susceptibles d'inhiber l'interaction 
entre la prot6ine h-|JTrCP et la proline Vpu. 

11. Utilisation des sequences d'acides nucldiques selon la revendication 7 
pour le criblage d'agents antiviraux anti-HIV susceptibles d'inhiber l'interaction 

25 entre la proline h-pTrCP et la proline Skplp. 

12. Utilisation de la proline h-STrCP ou des fragments peptidiques selon 
l'une quelconque des revendications 1 k 6 pour le criblage d'agents antitumoraux 
capables de perturber la regulation du cycle cellulaire ou des processus de 
degradation des prot6ines dans des cellules humaines tumorales par inhibition ou 

30 activation de Interaction entre la proline h-BTrCP et la proline Skplp. 
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13. Utilisation des sequences d'acides nucteiques scion la rcvcndication 7, 
pour le criblagc d'agents antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle 
cellulaire ou des processus de degradation des prolines dans des cellules 
humaines tumorales par inhibition ou activation de l'interaction entre la proline 

5 h-BTiCP et la proline Skplp. 

14. Utilisation de la prot6ine h-pTrCP ou des fragments peptidiques selon 
1'une quelconque des revendications 1 i 6 pour le criblage d'agents and- 
inflammatoires capables de perturber l'activation du facteur de transcription NFkB 
par inhibition de l'interaction entre la proline h-0TrCP et la proline IkB. 

10 IS. Utilisation des sequences d'acides nucteiques selon la 

revendication 7 pour le criblage d'agents anti-inflammatoires capables de perturber 
l'activation du facteur de transcription NFkB par inhibition de l'interaction entre la 
proline h-PTrCP et la proline IkB. 

16. Utilisation de la proline h-PTrCP ou des fragments peptidiques selon 

15 Tune quelconque des revendications 1 i 6 pour le criblage d'agents antitumoraux 
susceptibles de r&ctiver l'interaction entre la proline 
h-PTrCP et une proline P- catfnine mut& de cellules tumorales, ou entre la h- 
pTrCP et la P- catdnine normale de cellules tumorales dfipourvues de la proline 
APC 

20 17. Utilisation des sequences d'acides nucteiques selon la 

revendication 7 pour le criblage d'agents pour le criblage d'agents antitumoraux 
susceptibles de r&ctiver l'interaction entre la proline 
h-pTrCP et la proline (J- cat6nine rautde de cellules tumorales ou entre la 
h-j$TrCP et la p- catlnine normale de cellules tumorales dlpourvues de la proline 

25 APC. 

18. Utilisation de la proline h-PTrCP ou des fragments peptidiques selon 
1'une quelconque des revendications 1 i 6 pour le criblage d'agents anti-Alzheimer 
susceptibles de rdduire le taux de la p- catdnine par inhibition de l'interaction entre 
la proline h-pTrCP et la proline p- catfnine. 
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19. Utilisation des sequences d'acides nucteiques seloa la rcvendication 7 
pour le criblage d'agents anti-Alzheimer susceptibles de r6duire le taux de la p- 
catfoine par inhibition de Interaction entre la protiine h-pTrCP et la proline p« 
catlnine. 

5 20. Utilisation de la proline h-pTrCP ou des fragments peptidiques selon 

Tune quelconque des revendications U6 pour la detection par criblage en double- 
hybride en levure des mutations de la P- catfnine. 

21. Utilisation des sequences decides nucl6iques selon la revendication 7 
pour la detection par criblage en double-hybride en levure des mutations de la p- 

10 cat6nine. 

22. Agents antiviraux anti-HIV qui sont constituds par les fragments 
peptidiques de la proline h-BTrCP selon la revendication 4 ddnu6s de la bolte F. 

23. Agents antiviraux anti-HIV qui sont constitu6s par les fragments 
peptidiques de la proline h-BTrCP selon la revendication 7 d6nu£s des motifs 

IS WD. 

24. Anticorps dirig6s contre la proline h-BTrCP ou les fragments 
peptidiques tels que d6finis dans Tune quelconque des revendications 1 i 6. 

25. Oligonucleotides antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 
proline h-STrCP selon l'une quelconque des revendications 1 & 6 qui sliybrident 
20 avec une sequence decides nucldiques selon la revendication 7. 

26. Agents antitumoraux qui sont constitu6s par les fragments peptidiques 
de la proline h-BTrCP selon la revendication 7, qui poss&dent la boite F. 

27. Agents antitumoraux qui sont consituls par les fragments peptidiques de 
la proline h-pTrCP selon la revendication 7 et qui ont consent k la fois les 

25 motifs WD et la bolte F. 

28. Agents anti-inflammatoires qui sont constituls par les fragments 
peptidiques de la proline h-pTrCP selon la revendication 7 d6nu6s de la boite F. 

29. Animaux transgdniques expriraant un transgfcne de la proline h-BTrCP 
selon Tune quelconque des revendications 1 & 6. 
30 30. Animaux transgdniques dans lesquels le gine BTrCP a 6t6 invalids. 



45 



31. Vccteur d'expression, caract£ris£ en ce qull comprcnd une sequence 
d'acides nudliques selon la revendication 7 et les moyens ndcessaires & son 
expression. 

32. Microorganismes ou cellules hdtes transforms par un vecteur 
5 d'expression selon la revendication 31. 

33. Microorganismes ou cellules hdtes co-transfomids par un vecteur 
d'expression contenant le gftne codant pour la proline Vpu et un vecteur 
d'expression selon la revendication 31. 

34. Microorganismes ou cellules hdtes cotransform6s par un vecteur 
10 d'expression contenant le gfene codant pour la proline Skplp et un vecteur 

d'expression selon la revendication 31. 

35. Microorganismes ou cellules hdtes cotransforro6s par un vecteur 
d'expression contenant le g&ne codant pour la protdine IkB et un vecteur 
d'expression selon la revendication 31. 
15 36. Microorganismes ou cellules hdtes cotransformls par un vecteur 

d'expression contenant le gfcne codant pour la proline (J-cat£nine oncogene et un 
vecteur d'expression selon la revendication 31. 




< 
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dpaeavSqbkalkfmn - Ms; 

SFSCSCQPPT *S] 

3R%^FEPKDXD£)LIM8KSNNSSEMTin , AMMPPLKRIjLI l 
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Figure 4 
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